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| NOME E APLICAGAO

OBLOTHTLYV 2.4 da MP Diagnostics é um teste imunoenzimético
qualitativo para a detecc¢éo in vitro de anticorpos para HTLV-I e
HTLV-II no soro ou plasma humano. Destina-se a ser usado como
um teste complementar mais especifico para amostras de soro
ou plasma humano que apresentaram resultados repetidamente
reativos por procedimentos de triagem ou rastreio, como os testes
imunoenzimaticos ELISA.

INTRODUGCAO

Estudos epidemiolégicos recentes nos Estados Unidos e
Europa confirmaram a ocorréncia de prevaléncia mista de
HTLV-I e HTLV-Il em diferentes populagdes de alto risco, como
em usuarios de drogas intravenosas. Existem varios testes de
triagem para HTLV-I/Il disponiveis. As amostras repetidamente
positivas nos testes de triagem exigem provas adicionais e
mais especificas para confirmar a soropositividade para HTLV-|
ou HTLV-Il. Tais testes complementares devem ser capazes
de identificar anticorpos contra proteinas centrais (gag) e do
envelope (env) do HTLV-I e do HTLV-II. As fitas de Western Blot
incorporadas com antigenos virais nativos de HTLV-l € um destes
testes complementares largamente usados. No entanto, devido
a auséncia de antigenos de envelope nas provas classicas
de Western Blot para o HTLV-1, muitas vezes é necessario
usar métodos de radioimunoprecipitacdo para confirmar a
presenca de anticorpos para HTLV-I/Il. A discriminagdo quanto
a soropositividade para HTLV-1 e HTLV-II exige testes adicionais
(i.e. peptideos especificos, testes de ELISA e de PCR).

Por isso, sdo necessarios testes sorolégicos simples, porém
especificos e sensiveis, que possibilitem uma confirmagao rapida
e a diferenciacé@o entre amostras soropositivas para o HTLV-l e
para o HTLV-II.

O BLOT HTLV 2.4 da MP Diagnostics apresenta sensibilidade
e especificidade aprimoradas tanto para confirmar como para
diferenciar as sororreatividades para HTLV-l e para HTLV-II.
Isto é efetuado gracas a incorporagédo de MTA-1, uma proteina
recombinante exclusiva do envelope do HTLV-I (rgp46-I), de
K55, uma proteina recombinante exclusiva do envelope de
HTLV-II (rgp46-1l), e de GD21, uma proteina recombinante de
epitopo de envelopes, que embora comum ao HTLV-1e HTLV-II &
especifica. Cada fita inclui também um controle interno de adigéo
de amostra para minimizar o risco de falso-negativos provocados
por erros operacionais.

O BLOT HTLV 2.4 da MP Diagnostics foi concebido como
um teste complementar para anticorpos, que pode caracterizar
amostras repetidamente positivas nos testes de triagem iniciais
para anticorpos contra HTLV-I/II. Os possiveis perfis sorologicos
definidos pelo BLOT HTLV 2.4 da MP Diagnostics séo:
Soropositivo para HTLV, Soropositivo para HTLV-I, Soropositivo
para HTLV-II, Soronegativo ou Indeterminado.

Nao exponha os reagentes nem realize testes em areas
contendo altos niveis de vapores de desinfetantes
quimicos (p. ex., vapores de hipoclorito) durante as
etapas de armazenamento ou de incubagédo. O contato
inibe a reagao colorida. Da mesma forma, nao exponha
os reagentes a luz intensa.

O teste deve preferencialmente ser realizado a
temperatura ambiente (25°C = 3°C).

Certifique-se de que as fitas de teste estao dispostas com
os numeros nas fitas voltados para cima.

Para a prova de Western Blot, é importante usar um
agitador de plataforma oscilante e ndo um agitador
rotativo. Caso contrario, o desempenho do kit estara
comprometido. A velocidade e o angulo de inclinagao
recomendados para o agitador séo de 12 a 16 ciclos por
minuto, e 5 a 10 graus, respectivamente.

Se usar equipamento automatico, confira se esté aferido
antes do uso.

Certifique-se de que as amostras s&o adicionadas longe da
fita. Abandeja pode ser inclinada e a amostra adicionada
no local onde a solu¢éo-tampao é coletada na extremidade
inferior. Isto evita a formac&o de manchas escuras devidas
a adicdo de amostra na fita.

Evite o uso de congeladores de descongelamento
automatico (frost free) para armazenar reagentes e
amostras.

ARMAZENAMENTO

1.

Conserve o kit HTLV BLOT 2.4 MP Diagnostics e seus
componentes entre 2°C e 8°C quando nao estiverem em
uso.

Todos os reagentes e fitas do teste permanecem estaveis
até a data de validade fornecida no kit, se conservados
entre 2°C e 8°C. Nao congele os reagentes.

Fitas com antigenos

+ Evite a exposicdo desnecessaria das fitas com
antigenos a luz.

Reagentes

+ Conserve os reagentes em seus recipientes originais,
que devem ser fechados para armazenamento.

+ Aplique todos os reagentes enquanto estéo ainda frios
e retorne-0s ao armazenamento entre 2°C e 8°C o mais
depressa possivel.

+ Quando o substrato for conservado entre 2°C e 8°C,
poderé ocorrer formacgéo de precipitados. Isto néo ira
afetar o desempenho do kit.

CUIDADO: Evite a exposicdo desnecessaria do
substrato a luz.

COLETA, TRANSPORTE E ARMAZENAMENTO DE
AMOSTRAS

Podem ser usadas amostras de soro ou plasma coletadas em
EDTA, heparina ou citrato de sédio. Antes do armazenamento,
certifique-se que os coagulos sanguineos ou as células
sanguineas foram separados por centrifugacéo.

As amostras devem ser conservadas entre 2°C e 8°C, se o teste
for realizado no prazo de 7 dias ap6s a coleta, ou congeladas
a - 20°C ou menos, se o teste for adiado para mais de 7 dias
apds a coleta. E preferivel usar amostras limpidas e ndo
hemolisadas. Amostras extremamente lipémicas, ictéricas ou
contaminadas (particulas) devem ser filtradas (0,45 pm) ou
centrifugadas antes do teste.

| DESCRICAO DOS SIMBOLOS USADOS

Os simbolos graficos usados ou encontrados nos produtos e
embalagens MP Diagnostics estdo indicados a seguir. Estes
sd80 os simbolos mais comuns em dispositivos médicos e
respectivas embalagens. Alguns dos simbolos comuns sdo
explicados em maior pormenor na norma internacional e
europeia EN 1SO 15223-1: 2016.

Usar até Dispositivo
g Sinénimo: médico para
Data de Validade diagnéstico
in vitro
Codigo da Remessa
Sinénimos: Numero de
Numero do Lote catalogo
Numero da Remessa
Limites de A Cuidado
Temperatura
Fabricant Representante
“ abricante Autorizado na
Comunidade
Européia
W Contém o suficiente
para <n> testes I:III Consulte as
instrucdes de uso
® Néo reutilize

CONT| indice

PRINCIPIOS QUIMICOS E BIOLOGICOS DO
PROCEDIMENTO

As fitas de nitrocelulose sao incorporadas com proteinas
virais do HTLV-I derivadas de particulas virais rompidas
nativas e inativadas e proteinas obtidas por engenharia
genética. As fitas individuais de nitrocelulose s&o incubadas
com amostras de soro ou plasma diluidos e com controles.
Os anticorpos especificos contra o HTLV-I/Il, caso presentes
na amostra, irdo se fixar as proteinas do HTLV-I/Il nas fitas.
As fitas sdo lavadas para remover o material ndo fixado; ja os
anticorpos que se fixam especificamente as proteinas do HTLV
podem ser visualizados por uma série de reacdes mediante
0 uso de anticorpo caprino anti-lgG humana conjugado a
fosfatase alcalina e do substrato BCIP/NBT. Este método &
suficientemente sensivel para detectar quantidades minimas
de anticorpos especificos contra o HTLV no soro ou plasma.

As amostras podem ser inativadas, mas isso ndo é necessario
para um bom desempenho do teste.

O procedimento de inativacao € o seguinte:

1.

Afrouxe a tampa do recipiente da amostra.

2. Inative termicamente as amostras a 56°C por 30 minutos
em banho-maria.

3. Espere a amostra esfriar antes de fixar novamente a tampa.

4. Aamostra pode ser congelada até o momento da anélise.

Recomenda-se né@o congelar e descongelar repetidamente
as amostras.

MATERIAIS ADICIONAIS NECESSARIOS MAS NAO
FORNECIDOS

Agua deionizada ou destilada

Luvas descartaveis

Plataforma oscilante (com velocidade de agitacdo na
faixa de 12 a 16 oscilagdes por minuto e com capacidade
de inclinagcéo entre 5° e 10°, para lavagem uniforme das
membranas)

Pipetadores e ponteiras de volumes adequados
Sistema de aspiracdo e contencéo em hipoclorito de sodio
Banho-maria a 56°C (opcional)

Hipoclorito de sédio para descontaminacé@o

‘ PREPARAGAO DOS REAGENTES

1.

2.

3.

SOLUGAO-TAMPAO DE LAVAGEM DILUIDA

(a) A SOLUCAO-TAMPAO DE LAVAGEM DILUIDA deve
ser preparada logo antes do uso.

(b) Dilua 1 volume de SOLUGAO-TAMPAO DE LAVAGEM
CONCENTRADA (20X) com 19 volumes de agua de
qualidade reagente. Misture bem.

SOLUCAO-TAMPAO PARA BLOTTING

(a) Reconstitua cada frasco do TAMPAO ESTOQUE
LIOFILIZADO com 100 ml de agua de qualidade
reagente. Misture bem para dissolver. Esta SOLUGAO-
TAMPAO ESTOQUE RECONSTITUIDA mantém-se
estavel durante 6 semanas se conservada entre 2°C
e 8°C

A SOLUGCAO-TAMPAO PARA BLOTTING deve ser
preparada logo antes do uso. Adicione 1 g de
PO PARA BLOTTING a cada 20 ml da SOLUGAO-
TAMPAO ESTOQUE RECONSTITUIDA, preparada na
etapa 2(a) acima. Agite para dissolver completamente
0 po.

(c) Agite novamente antes de aplicar.

G

SOLUGCAO DE CONJUGADO DE TRABALHO

Nota:  Prepare a solugdo em um recipiente ou bécher de

polipropileno.

(a) ASOLUGAO DE CONJUGADO DE TRABALHO deve
ser preparada logo antes do uso.

(b) Prepare a SOLUCAO DE CONJUGADO DE
TRABALHO diluindo o CONJUGADO a 1:1.000 em
SOLUGAO-TAMPAO PARA BLOTTING, por exemplo,
10 pl de CONJUGADO para 10 ml de SOLUGAO-
TAMPAO PARA BLOTTING.

SOLUGAO DE SUBSTRATO (pronta para uso)
(a) Distribua diretamente o volume necessario do frasco.
Use uma pipeta limpa. Feche bem ap6s o uso.

| COMPONENTES DO KIT

Descricao dos Componentes Quantidade

fornecida

FITAS DE NITROCELULOSE Disponivel
Incorporado com HTLV-I em 18 e 36

[ConTroL—]

[ConTROL [T +]

[Bur[wo.stock] SOLUCAO-TAMPAO

lisado viral, antigenos de fitas
envelope recombinante, e um

controle de adicéo de soro

(o anti-humano IgG) banda.

Mantenha secas e ao abrigo

da luz.

CONTROLE NAO-REATIVO 1 frasco
Soro humano normal (80 pl)
inativado, nao-reativo para
HBsAg nem para anticorpos
contra HCV, HIV-1/2 e HTLV-I/
Il. Contém azida sédica e
tiomersal como conservantes.

CONTROLE REATIVO 1 frasco
FORTE | (80 pl)
Soro humano inativado

contendo titulo elevado de

anticorpos contra HTLV-1 e

naoreativo para HBsAg nem

para anticorpos contra HCV

e HIV-1/2. Contém azida

sodica e tiomersal como

conservantes.

CONTROLE REATIVO 1 frasco
FORTE Il (80 pl)
Soro humano inativado

contendo titulo elevado de

anticorpos contra HTLV-II

e nao-reativo para HBsAg

nem para anticorpos contra

HCV e HIV-1/2. Contém azida

sédica e tiomersal como

conservantes.

1 ou 2 frascos
ESTOQUE LIOFILIZADA (cada um a ser
Aser reconstituida em dgua de reconstituido
qualidade reagente. Solugdo- para completar

tampa&o Tris com proteinas de 100 ml)
origem animal e nao-animal
inativadas pelo calor. Contém
tiomersal como conservante.

[Bur[wasi[zx[7] SOLUGAO-TAMPAO DE 1 frasco
LAVAGEM CONCENTRADA (70 ml)
(20x)
Tris com Tween-20; contém
tiomersal como conservante.

CONJUGADO 1 frasco
Anticorpo caprino anti-lgG (120 ply

humana conjugado a fosfatase
alcalina.

‘ PROCEDIMENTO DO TESTE

Nota: a) Aspire todos os reagentes e produtos quimicos

usados para um recipiente de contengdo com
hipoclorito de sédio.

b) Todas as incubagdes devem ser realizadas em
plataforma de agitagcéo por oscilagéo.

Cuidado:

Algumas amostras provocam manchas escuras no ponto da
fita em que s@o aplicadas. Para evitar este problema, proceda
como indicado a seguir:

Aplique a amostra somente apés a adigédo da SOLUCAO-
TAMPAO PARA BLOTTING.

Incline a bandeja elevando ligeiramente sua extremidade
superior ou inferior. A Solug@o-Tampéao para Blotting ira
fluir para a extremidade mais baixa da bandeja. Adicione
a amostra onde a Solugdo-Tampé&o para Blotting é
acumulada. Quando todas as amostras tiverem sido
adicionadas, retorne a bandeja & posi¢cao horizontal
original. Certifique-se de que as fitas mantenham-se
sempre Umidas durante o procedimento.

Alternativamente, caso ndo deseje inclinar a bandeja, as
amostras podem ser adicionadas na extremidade superior
ou inferior do pogo. Desta forma, caso se desenvolvam
manchas escuras, a leitura da fita ndo sera afetada.

Procedimento:

1.

Usando a pinga, retire cuidadosamente
0 numero necessario de FITAS do tubo
e coloque-as em cada pog¢o com a face
numerada voltada para cima. Inclua fitas
para controles Reativo Forte, Reativo
Fraco e Nao-Reativo.

Adicione 2 ml de SOLUGAO-TAMPAO DE 2ml
LAVAGEM DILUIDA a cada pogo.

Incube as fitas durante pelo menos 5 minutos
5 minutos a temperatura ambiente

(25 + 3°C) sobre uma plataforma oscilante

(velocidade de 10 a 14 oscilagdes por

minuto). Remova a solugao-tampao por

aspiracao.

Adicione 2 ml de SOLUGAO-TAMPAO 2ml
PARA BLOTTING a cada pogo.

Adicione 20 pl de cada soro de paciente 20 pl
ou de controle nos pogos apropriados.

Cubra a bandeja com a tampa fornecida 60 minutos
e incube durante 1 hora a temperatura
ambiente (25 + 3°C) na plataforma

oscilante.

Retire cuidadosamente a tampa, evitando
salpicos ou misturar as amostras. Incline
a bandeja para aspirar a mistura dos
pocos. Troque as ponteiras de aspiracao
entre as aplicagcbes de amostras para
evitar contaminagao cruzada.

Lave cada fita 3 vezes com 2 ml de 3x2ml
SOLUCAO-TAMPAO DE LAVAGEM
DILUIDA deixando-as imersas durante
5 minutos sobre a plataforma oscilante

entre cada lavagem.

Euss[ecermer]  SUBSTRATO

>

1 frasco
Solugéo de 5-bromo-4-cloro-3- (100 ml)

indolil- fosfato (BCIP) e azul de

nitrotetrazélio (N

PO PARA BLOTTING

Leite desnatado

Manual de Instrugdes

localizador de proteina

Pinca
Bandejas de inc

Nota: O volume de reagentes
processamentos.

BT).

10 embalagens
em po (1g cada)

1 exemplar

1 pedaco

1 peca
ubacéo*

fornecido é suficiente para 4

* Tabuleiros de incubagédo fornecidos mas embalados

separadamente em relacéo a

0 kit.

AVISOS E PRECAUGOES

Para uso exclusivo em dia

gnostico in vitro.

1.

2. Exclusivamente para uso profissional.

3. Solicitamos consultar a documentagdo dos produtos
para informagdes sobre componentes potencialmente

perigosos.

INFORMACOES DE SAUDE E SEGURANCA

CUIDADO: Este kit

contém material de origem

humana. Nenhum método de teste pode oferecer
garantia total que os produtos de sangue humano
nao transmitirdo infecgdes.

MANUSEIE AS AMOSTRAS ASSIM COMO OS CONTROLES
REATIVO FORTE I, REATIVO FORTE Il E OS CONTROLES
NAO-REATIVOS COMO AGENTES POTENCIALMENTE
INFECCIOSOS. Recomenda-se manusear os componentes
e as amostras do teste de acordo com as boas praticas de

laboratério. O descarte devera

ser realizado de acordo com

os procedimentos de seguranca vigentes.

O Controle Reativo Forte I, Controle Reativo Forte Il € o
Controle Nao-Reativo contém tiomersal e azida sodica; ja a
Solugao-Tampéo Estoque Concentrada e a Solugdo-Tampao
de Lavagem Concentrada contém tiomersal e o Conjugado
contém azida sédica. A azida sodica pode reagir com o cobre

e o chumbo usados em algu

ns sistemas de canalizacdo

formando sais explosivos. Embora as quantidades usadas
neste kit sejam pequenas, o descarte de materiais que contém

azida deve ser feito por lavage
altos de agua de forma a evitar
no sistema de canalizag&o.

m com volumes relativamente
a formagéao de azida metalica

Em conformidade com a norma CE 1272/2008 (CLP), os

componentes perigosos sao
seguinte forma:

classificados e rotulados da

Componente: TIRAS DE NITROCELULOSE
Palavra-sinal: Perigo
Pictograma:

®

Adverténcias de perigo:

H228 Sélido inflamavel.

9. Adicione 2 ml de SOLUGAO DE 2ml
CONJUGADO DE TRABALHO a cada
pogo.

10. Cubra a bandeja e incube durante 1 hora 60 minutos
a temperatura ambiente (25 + 3°C) na
plataforma oscilante.

11. Aspire o CONJUGADO dos pogos. Lave 3x2ml
como na etapa 8.

12. Adicione 2 ml de SOLUGAO DE 2ml
SUBSTRATO a cada pogo.

13. Cubra a bandeja e incube-a durante 15 minutos
15 minutos na plataforma oscilante.

14. Aspire 0 SUBSTRATO e enxagle as 3x2ml

fitas pelo menos trés vezes com agua
de qualidade reagente para interromper

a reacao.

15. Usando a pinga, retire cuidadosamente as
fitas e coloque-as sobre toalhas de papel.

Cubra com toalhas de pa

pel e seque.

Alternativamente, deixe as fitas secarem

nos pocos da bandeja.

16. Monte as fitas sobre folha de papel branco
nao absorvente. Nao aplique fita adesiva

sobre as bandas revelad

as. Observe

as bandas (Ver Interpretagdo dos

Resultados) e interprete o

s resultados.

Para armazenamento, conserve as fitas

em local escuro.

Recomendacoes de
prudéncia:

P210 Manter afastado do
calor/faisca/chama aberta/
superficies quentes. — Nao
fumar.

P280 Usar luvas de
proteccao/vestuario de
proteccéo/proteccéo ocular/
proteccéao facial.

Adverténcias
suplementares:

Folha de dados de seguranca
EUH210 disponivel mediante

pedido
Contém: 100% nitrocelulose
Componente: TAMPAO DE LAVAGEM
CONCENTRADO (20x)
Palavra-sinal: Adverténcia

Pictograma:

&

Adverténcias de perigo:

H373 Pode afectar os érgéos
apo6s exposicdo prolongada
ou repetida

Recomendacoes de
prudéncia:

P260 Nao respirar as
poeiras/fumos/gases/
névoas/vapores/aerossois.
PP501 Eliminar o contetido/
recipiente de acordo com a
legislagao local / regional/
nacional/internacional

Adverténcias
suplementares:

Folha de dados de seguranca
EUH210 disponivel mediante
pedido

Contém:

0,1% timerosal

RESUMO DOS PROT

OCOLOS DO TESTE

Reagentes Qtde Duracao
Fita de nitrocelulose 1 -
Solugdo-Tampéo de Lavagem 2ml 5 min
Solugéo-Tampéao para Blotting 2ml -

Amostra 20 pl 60 min
Solugdo-Tampé&o de Lavagem 3x2ml 3 x5 min
Conjugado 2ml 60 min
Solugdo-Tampao de Lavagem |3 x 2 ml 3 x5 min
Substrato (pronto para uso) 2ml 15 min
Agua destilada 3x2ml -

QUANTIDADE NECE$SARIA DE REAGENTES
PARA VARIAS FITAS

Reagentes

NUMERO DE FITAS A SEREM USADAS

3| 6

9 |15 ] 20 | 27 | 36

Solugéo-Tampéo de 60 | 100
Lavagem 1X (ml)

140 | 240 | 300 | 400 | 520

Solugdo-Tampédo para 20 | 40
Blotting 1X (ml)

60 | 80 | 100 | 120 | 160

Conjugado (M) " 17 23 35 45 59 77
Substrato (ml) 11|17 | 23 | 35 | 45 | 59 | 77
P6 para Blotting (g) 1 2 3 4 5 6 8

1.

Evite a contaminacdo microbiana dos reagentes ao abrir
e retirar aliquotas dos frascos originais.

Né&o pipete com a boca.

Manuseie as amostras de testes, as fitas de nitrocelulose
e os Controles Reativos Forte |, Forte Il e os Controles
Nao-Reativos como agentes potencialmente infecciosos.

Use vestuario de laboratério e luvas descartaveis durante a
realizacdo do teste. Descarte as luvas em sacos plasticos
exclusivos para lixo bioldgico perigoso. A seguir, lave bem
as maos.

E altamente recomendavel que este teste seja realizado
em uma camara adequada para material biolégico
perigoso.

Mantenha todo o material longe de alimentos e bebidas.

Em caso de acidente ou contato com os olhos, lave
imediatamente com 4gua em abundancia e procure ajuda
médica.

Consulte imediatamente um médico caso sejam ingeridos
materiais contaminados ou haja contato destes com
feridas abertas ou outros ferimentos.

Enxugue imediatamente derramamentos de materiais
infecciosos com papel absorvente e limpe a area
contaminada com solugdo de hipoclorito de sédio a 1%
antes de continuar o trabalho. O hipoclorito de sédio
nédo deve ser usado em derramamentos que contém

CONTROLE DE QUALIDADE

Recomendamos processar os controles Nao-Reativos e
ambos os controles Reativos Fortes junto a cada teste,
independentemente do niimero de amostras sob analise. Para
que todos os resultados obtidos nos testes sejam considerados
vélidos, as condi¢cdes a seguir deverdo ser respeitadas:

1.

CONTROLE NAO-REATIVO

Nenhuma banda especifica do HTLV-I/II, rgp46-I, rgp46-I1
ou GD21 devera ser exibida no controle Ndo-Reativo. A
banda de controle de soro (anti-lgG humana) deve ser
visivel.

CONTROLE REATIVO FORTE |

As bandas HTLV relevantes que devem estar presentes
sdo p19, p24, rgp46-1 e GD21. A banda de controlo de
amostra (IgG anti-humano) devera estar visivel.

Nota: Apesar de serincomum, podera estar presente uma
banda viral gp46. Se presente, aparece como uma banda
difusa. Devido a raridade do gp46 e ma interpretagdo das
bandas virais nesta gama de peso molecular, o gp46 viral
ndo é utilizado como parte do critério interpretativo da
analise.

CONTROLE REATIVO FORTE Il

A banda de controle de soro e todas as bandas
especificas do HTLV-I/Il devem estar evidentes. As bandas
importantes do HTLV obrigatoriamente presentes séo:
p24, GD21 e rgp46-Il.

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Abanda de controle de soro serve como um controle da adicdo
da amostra na prova. A auséncia desta banda indica que néo
foi adicionado a fita nenhum soro de teste ou o conjugado
ou o substrato, ou que ocorreram outros erros operacionais.

Localize e identifique as bandas nas fitas processadas com
os controles Reativos Fortes. Estas fitas serdo entdo usadas
para identificar as bandas presentes na fitas que contém as
amostras sob teste.

PADRAO
1.

2.

INTERPRETACAO
Nenhuma reatividade com SORONEGATIVO
proteinas especificas do HTLV
Reatividade com moléculas SOROPOSITIVO
codificadas pelo gene GAG (p19 PARA HTLV-I
com ou sem p24) e com duas
codificadas por ENV (GD21 e
rgp46-1)
Reatividade com moléculas SOROPOSITIVO
codificadas por GAG (p24 com PARA HTLV-II
ou sem p19) e com duas por
ENV (GD21 e rgp46-Il)
Reatividade com moléculas SOROPOSITIVO
codificadas por GAG (p19 e p24) PARA HTLV*

e por ENV (GD21)

- SOROPOQOSITIVO PARA HTLV-I
indicado se p19 > p24

- SOROPOSITIVO PARA HTLV-II
indicado se p19 < p24

Deteccgéo de bandas especificas
para o HTLV, mas que nao
preenchem os critérios de
soropositividade para HTLV-I,
HTLV-Il ou HTLV.

No entanto, os seguintes padrées

de bandeamento classificados

como indeterminados podem
ser interpretados como

SORONEGATIVOS:

- Padrées de Western Blot com
GAG do HTLV-I indeterminado
(HGIP), exibindo presenca
de p19, p26, p28, p32, p36,
p53 porém auséncia de p24
e de quaisquer proteinas
codificadas por ENV

INDETERMINADO**

12.

acidos, a ndo ser que a area seja primeiro enxugada com
papel absorvente. O material usado (incluindo as luvas
descartaveis) deve ser descartado como sendo material
biolégico potencialmente perigoso. Nao esterilize em
autoclave material contendo hipoclorito de sédio.

. Antes do descarte, esterilize em autoclave todo o material

usado e contaminado a 121°C e 15 p.s.i. durante 30
minutos. Alternativamente, descontamine o material em
solugdo de hipoclorito de sodio a 5% durante 30 a 60
minutos antes do descarte em sacos para lixo biologico
perigoso.

Descontamine todos os produtos quimicos e reagentes
usados adicionando um volume suficiente de hipoclorito
de sodio de forma a obter uma concentragao final de pelo
menos 1%. Deixe agir durante 30 minutos para garantir
uma descontaminacao eficiente.

N&o é recomendavel reutilizar as bandejas de incubagéo.

PRECAUCOES ANALITICAS

1.

wox

Para garantir um desempenho perfeito do teste é
necessario SEGUIR A RISCA os procedimentos descritos
neste Manual de Instru¢des. A inobservancia desses
procedimentos pode acarretar resultados andémalos.

NAO MODIFIQUE NEM SUBSTITUA REAGENTES
DE UM LOTE DO KIT POR OUTRO. Os controles, o
conjugado e as fitas de Western Blot foram combinados
entre si para oferecer o melhor desempenho. Use somente
reagentes fornecidos com o kit.

N&o use componentes do kit além da data de validade
impressa na caixa do Kkit.

Evite a contaminag&o microbiana dos reagentes ao abrir e
retirar aliquotas dos frascos originais pois a contaminagdo
reduzira prematuramente a vida util dos kits e fornecera
resultados erréneos. Use técnicas assépticas como
pipetas ou ponteiras de pipetas descartaveis para retirar
aliquotas dos frascos.

Em cada processamento de amostras de pacientes, deve-
se testar os controles do kit em paralelo.

Use uma ponteira de pipeta nova para cada aliquota de
amostra, para evitar contaminacéo cruzada.

Para melhores resultados, aplique todos os reagentes
enquanto ainda estiverem frios e retorne-os ao
armazenamento entre 2°C e 8°C, o mais depressa
possivel.

Recomenda-se que a vidraria a ser usada com os
reagentes seja lavada com &cido cloridrico 2M e
enxaguada abundantemente com agua destilada ou
deionizada antes do uso.

Use somente 4gua de qualidade reagente, deionizada ou
destilada, para diluir os reagentes.

. Todos os reagentes devem ser bem misturados antes do

uso.

A solugédo de Conjugado de Trabalho, a Solugdo-Tampéo
de Lavagem Diluida e a Solugdo-Tampao para Blotting
devem ser preparadas logo antes do uso.

. Asolugéo de Conjugado de Trabalho deve ser preparada

usando um recipiente ou bécher de polipropileno.

- Quaisquer combinagées de
proteinas codificadas por
GAG (p19, p26, p28, p32,
p36, p53) porém auséncia de
p24 e de quaisquer proteinas
codificadas por ENV

- Qualquer proteina de GAG
sozinha (p19, p24, p26, p28,
p32, p36, p53)

Amostras soropositivas para HTLV nas quais nao é
possivel fazer a tipagem podem ser melhor solucionadas
usando o algoritmo de Wiktor et al na auséncia de rgp46-I
e de rgp46-Il. Este algoritmo usa a reatividade relativa de
p19 e de p24 e mostrou-se eficiente para diferenciar os
dois sorotipos.” 1121314

A interpretagdo como indeterminado baseia-se nas
diretrizes da OMS de 1990."° No entanto, varios estudos
sugeriram que alguns padrdes de bandas indeterminados
(conforme indicado) podem ser interpretados como
soronegativos, em especial quando provenientes de
doadores de sangue sadios.'®? Por exemplo, um estudo
envolvendo 37.724 doadores de sangue sadios confirmou
que HGIPs podem ser interpretados com seguranga
como sendo soronegativos.?® No entanto, deve-se ter
cautela quando os padrdes indeterminados forem obtidos
de usuarios de drogas intravenosas ou de doadores de
sangue de areas endémicas, assim como de pacientes
com doengas neurologicas.??”

Embora sejam raras as amostras de soro de individuos com
infecgdes duplas, elas podem existir e devem ser diferenciadas
com base nos critérios acima indicados. Os padroes de
bandas de tais amostras indicaréo positividade para HTLV-I
e para HTLV-Il. Os dados disponiveis demonstram que as
sororreatividades para rgp46-1 e para 46-1l sdo especificas
para HTLV-l e HTLV-II, respectivamente. Portanto, as amostras
de soro reativas para rgp46-l, rgp46-1l, GD21, p19 e p24
determinam a presenca de infecgao dupla.

IDENTIFICACAO DE FAIXAS

O localizador de proteina (Figura 1) fornecido com o kit &
utilizado para localizar e identificar bandas nas tiras de correr
com forte reactiva | e Il forte controle reactiva. Estas tiras de
controlo sdo entdo usadas para identificar bandas presentes
em tiras utilizadas com as amostras de teste. Cada Localizador
de proteina é muito especifico; apenas o Localizador de
proteina que vem com o kit deve ser usado para localizar e
identificar bandas.

HTLV BLOT 2.4
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Figura 1: Exemplo de localizador de proteina



| LIMITACOES DO METODO

Para garantir um desempenho perfeito do teste é necessario
seguir a risca os procedimentos descritos. A inobservancia
desses procedimentos pode acarretar resultados anémalos.

Um resultado NEGATIVO néo exclui a possibilidade de
exposicao a ou infecgdo por HTLV-I ou HTLV-IIl. Os blots
INDETERMINADOS néo deveréo ser usados como base para
o diagnéstico de infecgé@o por HTLV-I/II.

Foi também registrada a reatividade para p19 assim como para
p24 em populagdes ndo-infectadas e de baixo risco, embora os
determinantes de p24 sejam relativamente raros.

A sensibilidade da rgp46-| registrada na Franca foi de 95%;
na Jamaica e nos Estados Unidos, foi de 100% das amostras
confirmadas por PCR e de 98% dos doadores de sangue
positivos para HTLV-I. Foi observado que a sensibilidade da
rgp46-1l € maior que 98% em amostras dos Estados Unidos
confirmadas por PCR.

Estima-se que a sensibilidade geral de cada especificidade
de tipo, rgp46-I e rgp46-Il, seja superior a 97%. A pequena
porcentagem de amostras HTLV-I e HTLV-Il que ndo reagem
com rgp46-1 nem com rgp46-1l sdo capazes de reagir pelo
menos com GD21 e com uma ou mais bandas GAG, p19 ou
p24, preenchendo seja os critérios de soropositividade para
HTLV (Padréo 4) ou de amostra com padrao Indeterminado
(Padrao 5). Nao foram relatados casos de interpretacdes
falso-negativas.

Testes complementares como os de PCR (HTLV-l e HTLV-II)
podem ser Uteis para discriminar amostras soropositivas para o
HTLV que n&o puderam ser identificadas como HTLV-l ou HTLV-
Il pelo BLOT HTLV 2.4 da MP Diagnostics (p. ex. Padréo 4).

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO ESPECIFICO ‘

O desempenho do HTLV BLOT 2.4 MP Diagnostics para a
deteccdo de anticorpos para HTLV-I e HTLV-II foi avaliado
usando HTLV-l/Il soropositivo e amostras soronegativas e
foi comparado com dois imunoensaios de linha incorporados
com antigenos para HTLV | e HTLVII (proteinas recombinantes
ou peptidios).

Sensibilidade

Amostras que sé@o estabelecidas para serem positivas para
anticorpos de HTLV | e / ou HTLV Il por testes ELISAs
comercialmente conhecidos foram usadas para determinar a
sensibilidade do HTLV BLOT 2.4 MP Diagnostics.

A. Comparagédo para Imunoensaio Linha 1

Resultado do Blot 2.4 comparando o HTLV BLOT 2.4 MP
Diagnostics e imunoensaios Linha 1 (LI 1) para amostras
positivas compradas da Boston Biomedica, Inc., E.U.A. (BBI),
e ProMedDx foram os seguintes:

Imunoensaios Linha 1
Método NEG / IND POS Total
HTLV NEG / IND 3* 0 3
BLOT
2.4 MP POS 0 102 102
Diagnostics | Total 3 102 105

Controle soro \

rgp46-l ——
rgp46-I1

p53
gp46

p36
p32
p28
p26
p24

p19

GD21

|

RN

I
]

*  HTLV BLOT 2.4 MP Diagnostics apresentou 2 resultados
indeterminados e 1 resultado negativo que também
foi detectado negativo com o imunoensaio Linha 1.
Imunoensaios Linha 1 apresentou 3 resultados negativos.

Os dois Blots apresentaram as discrimina¢des seguintes para
102 amostras positivas de HTLV:

Interpretacéao
Método HTLV | & Non- Total
HTLVEHTLVIL Gy 1 | typeable
HTLV 45 53 4 0 102
BLOT 2.4
MP
Diagnostics
L1 48 51 0 3 102

** Ambos HTLV | e HTLV Il marcadores especificos
apareceram, indicando co-infecgéo.

*** Incapaz de detectar qualquer tipo de HTLV por causa da
auséncia de marcadores especificos.

Ambos HTLV BLOT 2.4 MP Diagnostics e LI 1 apresentaram
resultados semelhantes. Os poucos resultados discordantes
apresentados foram devido ao uso de antigenos imobilizados
diferentes nos blots e aos métodos diferentes usados.

HTLV BLOT 2.4 MP Diagnostics apresentou uma sensibilidade
de 97.1% que foi equivalente ao obtido com imunoensaio
Linha 1.

B. Comparagédo para Imunoensaio Linha 2

A Sociedade Francesa de Transfusao de Sangue Anti-HTLV-|
e |l Painel de Desempenho , SFTS-94 que consistem em 26
HTLV-1 e 6 amostras de HTLV-Il foram estudadas. Resultados
do HTLV BLOT 2.4 MP Diagnostics neste painel foram
comparados com imunoensaio Linha 2 (LI 2) como segue:

Interpretacé@o
Método Non- Falso Total
HTLV | | HTLV II typeable NEG
MP 26 6 0 0 32
Diagnostics
HTLV
BLOT 2.4
LI 21 6 4 1 32

HTLV BLOT 2.4 MP Diagnostics identificou corretamente
amostras positivas para HTLV, apresentando uma sensibilidade
de >99.9% neste painel. Usando o mesmo painel, o kit (LI2)
comparativo apresentou uma sensibilidade de 96.9%.

Especificidade

Um total de 200 amostras de doadores de sangue foram
testadas resultando em uma especificidade de 92.5%. 15
amostras apresentaram resultados indeterminados e ndo houve
nenhum resultado falso positivo.

Se 150 amostras clinicas, 50 amostras de gravidez, 50
amostras potencialmente indeterminadas (10 com ictericia,
hemolizadas, triglicérides, lipémica, amostras de proteinas
totais), e 73 amostras apresentando potencialmente reacéo
cruzada (TB, Helicobactor pylori , HEV, Dengue, HBV,
HCV, HIV-1, HIV-2),s80 incluidas, a especificidade global
foi 89.2% (461/517). 56 amostras apresentaram resultados
indeterminados e nao houve nenhum resultado falso positivo.
6 amostras foram verdadeiramente positivas confirmadas por
outro teste confirmatério.

FIGURA 2
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Bandas virais especificas conforme visualizadas com:

a. Um soro com infec¢do dupla por HTLV-I/11.

b. Controle Reativo Forte I. (Reativo unicamente para HTLV-I)
c. Controle Reativo Forte Il. (Reativo unicamente para HTLV-I)

d. Controle Nao Reativo.

ISENCAO DE RESPONSABILIDADE EXPLICITA E
LIMITADA

O fabricante ndo oferece nenhuma outra garantia expressa
senao a de que o kit de teste funcionara como um teste para
diagnéstico in-vitro dentro das especificagdes e limitagdes
descritas neste Manual de Instrugdes do produto quando usado
em conformidade com as instrucdes nele contidas. O fabricante
isenta-se de qualquer garantia, expressa ou implicita, incluindo
as garantias expressas ou implicitas em relagédo a capacidade
de comercializagdo, de utilizagdo ou utilidade implicita para
quaisquer outros fins. Aresponsabilidade do fabricante limita-se
a substituicdo do produto ou ao reembolso do prego de compra
do produto. O fabricante néo sera considerado responsavel pelo
comprador ou por terceiros por quaisquer danos, prejuizos ou
perdas de carater econémico que possam ser causados pelo
uso ou aplicagéo do produto.

PROBLEMAS TECNICOS / RECLAMAGOES

Caso haja algum problema técnico ou reclamagao, solicitamos

proceder da seguinte forma:

1. Anote o nimero de lote do kit e a data de validade.

2. Conserve os kits e os resultados obtidos.

3. Contate o escritério MP Biomedicals mais proximo ou o
seu distribuidor local.
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